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贵州 黄牛 品种 间 mtDNA 的 限制 性 
片段 长 度 多 态 性 研究 
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摘 要 以 15 种 限制 性 内 切 酶 ， 用 限制 性 片段 长 度 多 态 方 法 分 析 了 人 上 贵州 黄牛 4 个 地 方 品种 和 1 个 育成 品种 
一 一 贵州 黑白 花 奶 牛 的 mtDNA 多 态 人 性 。 发 现 贵 州 黄牛 有 两 种 类 型 的 mtDNA 分 子 ， 即 普通 黄牛 类 型 和 瘤 牛 类 
型 ， 两 者 的 频率 分 别 是 44.07% 和 55.93% ， 没 有 发 现 重组 和 中 间 类 型 。 贵 州 黑 白花 奶牛 的 mtDNA 与 贵州 黄牛 
类 似 。 贵 州 黄牛 可 能 起 源 于 普通 牛 和 瘤 牛 。 此 外 ， 根 据 品 种 间 亲 缘 关 系 的 推断 ， 对 “ 盘 江 黄牛 ”和 “ 巫 腔 黄 


牛 ” 两 个 品种 的 命名 进行 了 讨论 。 


关键 词 -贵州 黄牛 mDNA, RFLP 
中 图 分 类 号 QOEZ ——— — 


在 现代 分 类 学 上 ,黄牛 属 偶蹄 目 (Artiodactia)， 
反刍 亚 目 《Muminantia)， 牛 科 (Bovidae), ^F JE 
(Bos)。 黄 牛 的 起 源 、 演 进 和 分 化 一 直 是 人 们 感 兴 趣 
的 课题 ， 并 对 此 做 了 大 量 的 研究 工作 。 在 《中 国 牛 品 
种 志 》 中 ， 中 国 黄牛 按照 地 理 分 布 被 分 为 北方 黄牛 、 
中 原 黄 牛 和 南方 黄牛 3 大 类 。 陈 宏 等 (1993) HRE 
一 些 黄牛 v 染色 体 的 多 态 性 进行 了 研究 ， 发 现 北方 黄 
牛 受 普通 牛 (Bus taurus) 的 影响 大 ， 南 方 黄牛 受 瘤 牛 
(Bos indicus) 的 影响 大 ， 中 原 黄牛 介 于 两 者 之 间 。 陈 
幼 春 等 (1990) 曾 对 我 国 20 个 主要 黄牛 品种 共 2 217 
个 个 体 进行 了 遗传 学 研究 。 他 们 主要 根据 6 种 血液 蛋 
白 位 点 26 个 等 位 基因 的 频率 以 及 鉴别 Y 染色 体 结构 
特点 ， 结 合 各 牛 种 的 表 型 特征 进行 分 析 ， 结 果 表 明 . 
中 国 现代 黄牛 来 自 多 源 ， 可 能 主要 起 源 于 普通 牛 、 瘤 
AMREF (Bos hanzeng )。 另 外 ， 王 航 英 等 (1991) 
在 南阳 牛 中 发 现 了 Tf 基因， 推测 我 国 黄 牛 中 可 能 
还 含有 非洲 瘤 牛 的 血统 。 

高 等 动物 mtDNA 是 一 个 共 价 闭合 的 环 状 双 链 
DNA 分 子 ， 分 子 量 大 小 为 16.5 邮 左 右 。 上 共有 结构 简 
单 、 进 化 速度 快 、 严 格 的 母系 遗传 、 无 组 织 特异 性 及 
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提取 方便 等 特点 (Browm，1983)。 这 使 得 它 成 为 目前 
研究 动物 起 源 进 化 以 及 群体 遗传 分 化 的 理想 的 研究 对 
Zo mDNA 限制 性 片段 长 度 多 态 性 (restriction fræg- 
ment length polymorphism, RFLP) 分 析 是 研究 动物 近 
缘 种 及 种 内 群体 间 亲 缘 关 系 和 群体 遗传 多 样 性 的 有 效 
途径 。 目 前 所 研究 的 包括 人 在 内 的 数 百 种 动物 的 
mtDNA FSH PINTE SAME HURE (KEF 
Æ, 1992). 

在 牛 的 mDNA WHA, Watanabe 等 (1989) 
研究 了 9 头 菲 律 宾 本 地 黄牛 的 mDNA 多 态 性 ， 发 现 
菲律宾 本 地 黄牛 有 两 种 类 型 的 mtDNA 分 子 , 它们 分 
别 在 Bam HI. Bg? lI. Eco RV. P2 I. Sa I. Hind 
亚 6 个 限制 酶 位 点 中 存在 差异 。 分 别 被 定名 为 菲 律 
宾 工 型 和 菲律宾 工 型 ， 汲 有 发 更 中 间或 重组 类 型 。 
Bhat 等 《1990) 分 析 了 Hariana ^F (Bos indicus) 
和 Holstein ^F (Bos taurus) 的 mtDNA， 发 现 Har- 
iana 牛 的 mtDNA 类 型 与 菲律宾 工 型 (A 型) 相同 ， 
而 Holstein F J| Sj dE fi 3x [L 84. (BH) 相同 。 这 些 
研究 为 鉴定 后 品种 的 母系 起 源 提供 了 可 靠 的 遗传 标 
记 ， 即 通过 考察 牛 mDNA ELERE HHA HRE 
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用 下 产生 的 限制 性 态 型 ， 便 可 判定 该 牛 的 母系 起 源 
是 瘤 牛 还 是 普通 牛 。 兰 宏 等 (0993) 用 4 种 酶 对 
15 头 云南 黄牛 的 mtDNA RFLP 的 分 析 表 明 ， 其 中 
10 头 为 A 型 ， 即 瘤 牛 的 血统 ， 另 外 5 头 为 B 型 ， 
即 普 通 牛 的 血统 。 俞 英 等 (1995) 用 Amn I. Bam 
Hl Bg l. Eo RI, Eo RV. Hral, Pz 1. Sa I 
等 8 种 限制 性 内 切 酶 分 析 云 南 文 出 黄牛 和 迪 庆 黄牛 
11 个 个 体 的 mtDNA RFLP 中 ,4 个 个 体 为 A 型 ， 
6 个 个 体 为 刀 型 ， 另 一 个 个 体 的 基因 单 倍 型 为 未 报 
道 过 的 第 3 型 : A-C-B-B-C-A- A; 

贵州 各 族人 民 历 来 重视 养 牛 业 ， 牛 品种 资源 十 
分 丰富 。 开 展 贵 州 黄牛 遗传 多 样 性 调查 对 其 黄牛 资 
源 的 合理 改良 和 利用 有 着 十 分 重要 的 意义 。 我 们 应 
Fi mtDNA RFLP 技术 首次 对 贵州 黄牛 4 个 地 方 品 
种 〈 关 岭 黄牛 、 思 南 黄 牛 、 黎 平 黄牛 、 威 宁 黄 牛 ) 
以 及 工 个 育成 品种 【贵州 黑白 花 奶 牛 ) 进行 研究 ， 
并 从 分 子 水 平 上 探讨 其 起 源 、 分 化 和 种 群 遗传 结构 
等 。 以 期 为 贵州 黄牛 品种 种 质 资 源 的 保存 和 上 品种 改 
良 提 供 遗 传 学 资料 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 来 源 

实验 用 黄牛 共 122 头 ， 其 中 关 岭 黄牛 35 头 ， 
思 南 黄牛 39 头 ， 黎 平 黄牛 40 头 ， 威 宁 黄 牛 4 头 ， 
贵州 黑白 花 奶 牛 4 头 ， 均 采 自 各 县 屠宰 场 。 肝 脏 和 
肾脏 在 离 体 24 h 之 内 存 人 -20Y7 冰箱 中 备用 。 
1.2 试剂 

限制 性 内 切 酶 及 RNase I 购 自 华美 生物 工程 公 
Bl. 十 二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 为 Serci 进口 分 装 ， 
用 前 重 结晶 。 其 他 试剂 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 mtDNA 的 提取 与 纯化 

参照 王 文 等 (1993) 改进 的 碱 变性 提取 法 进 
行 。 
1.4 限制 性 内 切 醇 消 化 

酶 切 反应 控 广 商 推荐 的 条 件 进 行 。 酶 解 溶液 体 
积 为 20 gL， 内 会 1 pg 左右 的 mtDNA 814—8 单位 
限制 性 内 切 酶 。37 IH 46 4—8h i, IA 1/5 4 
Bid RES (50% HW, 10 mmol/L Tris- 
HCl, 0.2 mmol/L EDTA, 0.1596 R Mb 25, pH 
8.0) 终止 反应 。 
1.5 琼脂 精 凝 胶 电 泳 

酶 解 后 的 DNA 片段 用 1.0% 琼 脂 糖 胶 〈 含 6.1 
pg/mL RELE) EIK. ERAMAN Tris 








一 硼酸 (pH 8.3) KA, BEX 4—6 V/cm， 时 间 
为 6 一 8h。Stratagene Eagle Eye I B E PRX FS 
f. 
1.6 数据 处 理 

以 XDNA/Hin d 于 作为 分 子 重 标记 ,确定 样 
品 mtDNA 酶 解 后 每 一 片段 的 分 子 重 ， 采用 Nei 等 
(1979) 的 公式 ， 计 算 各 种 限制 性 类 型 〈 或 单 倍 型 ) 
间 的 片段 共享 度 (F) 和 遗传 距离 (P)， 并 据 此 
计算 群体 内 和 群体 间 的 核 苷 酸 歧 异 麻 【ra'raB) 以 
及 任意 两 个 群体 间 的 净 遗 传 距离 (Pm)。 计 算 公 
式 为 : 

F = 2N,/AN, + N,) 
AP N, 和 NN, 分 别 为 z、y 限制 性 类 型 的 限制 性 片 
段 数 ，N,, 为 两 者 共享 的 片段 数 。 

P=1- i(F+8F)? - Fl/1” 
AP r 为 限制 性 内 切 酶 识别 的 碱 基 对 数 。 此 处 -= 
6。 

Ta = SIAAP, 
式 中 : A, 是 第 i 种 限制 性 类 型 在 A 群体 中 所 占 的 
分 数 ，Ai 是 第 j 种 类 型 所 占 的 分 数 ，P;y 是 i、j 两 
种 类 型 间 的 遗传 距离 。 

ra = MABP, 

Pu = Nap — Iaa + ap)/2 


2 结果 与 讨论 


我 们 用 Bam HI, Bg? I Ew RI, Ew RV, 
Hin dll. Kp» I, Dra I, Ps I. Poo ll. Sa-l Sai 
L &al. &ul. X D. Xo L 15 种 限制 性 内 切 酶 进 
行 酶 切 ， 结 果 有 Bam HI. Bg |l. Hin d 亚 和 Pæ 14 
种 酶 的 态 型 具有 多 态 性 。 其 电泳 图 谱 见 图 1。 各 种 
mtDNA 限制 性 态 型 及 限制 性 分 子 量 见 表 1。 经 计算 ， 
贵州 黄牛 及 贵州 黑白 花 奶 牛 mDNA 分 子 量 大 小 均 约 
为 16.3 由 ， 与 文献 报道 相符 。 

ER Bhat 等 (1990) 的 多 态 型 命名 法 ，A、B 
型 分 别 代表 瘤 牛 型 积 普通 牛 型 。 根 据 4 种 具 多 态 型 
的 限制 性 内 切 酶 的 多 态 型 在 群体 中 的 分 布 ， 妇 结 出 
2 种 不 同 的 基因 单 倍 型， 即 A-A-A-A 和 B-B 
-B-B. IWA IRLA F6 EHNA TE TET PE 
州 黄牛 及 贵州 黑白 花 奶 牛 中 〈 表 2) 

根据 各 个 品种 表现 的 限制 性 类 型 我 们 可 以 推 
Br. 贵州 黄牛 和 贵州 黑白 花 奶 牛 均 为 混 人 台 母 系 起 
源 ， 但 从 整体 上 看 它 们 受 瘤 牛 的 影响 稍 大 。 从 品种 
来 看 ， 黎 平 黄牛 、 威 宁 黄 牛 以 及 贵州 黑白 花 奶 牛 均 
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有 瘤 牛 和 普通 牛 血统 ， 但 黎平 黄牛 可 能 受 瘤 牛 的 影 。 的 影响 较 大 ,而 瘤 牛 和 普通 牛 对 思 南 黄牛 和 关 岭 黄 
响 较 大 ， 威 宁 黄 牛 和 货 州 黑白 花 奶牛 可 能 受 普通 牛 。 牛 的 影响 则 较为 均一 。 


51 贵州 黄牛 mtDNA15 种 限制 性 内 切 酶 酶 切片 段 长 度 及 酶 切 类 型 
Table 1 Restriction fragment size and the restriction types of mtDNA in Guizhou cattle 


限制 性 内 切 酶 限制 性 态 型 识别 位 点 数 限制 性 片段 分 子 量 kb 
(endonucleases} (restriction morph} {No. of cleavage sites) (molecular length of fragments? 
Bam H I å 4 9.8, 3.2, 1.9, 1.4 
B 3 11.2, 3.2, 1.9 
Bgi 可 A 1 16.3 
B 2 9.7, 6.6 
Dra I 7 7.2, 2.6, 1.8. 1.0, 0.8, 0 B, 0.7 
EcoRI 3.0, 7.3, 4.8, 4.2 
Eco RV 1 16.3 
Hin dil A 2 14.6, 1.7 
B 3 10.1, 4.5, 1.7 
Kpn I 3 7.35, 7.35, 1.6 
Pz I A 2 15.7, 0.6 
B 3 9.0, 6.7, 0.6 
Pru |l 3 13.2, 2.5, 0.6 
Sac I 1 16.3 
Sa I 1 16.3 
Sca I 1 16.3 
Stu I 9 3.9, 3.6, 2.4, 1.6, 1.4, 1.3, 1.8 
0.7, 0.7 
Xba I 4.B, 3.2. 3.0, 2.5, 1.7, 1.1 


42 丙种 基因 单 们 型 在 不 同 群体 中 的 分 布 
Table 2 Distribution of two restriction types in different cattle breeds 


XM AGE BARAH 黎平 黄牛 威 宁 黄 牛 一 州 贤 白花 奶牛 
(Guanling catte} 【Sinan cattle? (Liping cattle? {Weining cattle) {Guizhou black and white cow) 
( is uy 18 20 27 1 1 
í ed 17 19 13 3 3 


一 





MI A B A B A B A B M2 
BamHI  Bgill Hind PstI 


1 贵州 黄牛 mDNA 醇 切 电泳 图 谱 
Fig. 1 Agarose gel electrophoresis showing restriction endonuclease 
cleavagepattern of mtDNA from Guizhou cattle 
M1. 43DNA/Hin dil + Eco R 工分 子 量 标记 (XDNA/Hin d+ Eco R I marker); 
M2. 3DNA/Hin d 开 分 子 量 标 记 (GDNAZHin dil marker); 


- o——— M — — -——— —— 
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图 2 贵州 4 个 黄牛 品种 和 贵州 
REHE UPGMA 聚 类 关系 图 
Fig. 2 The UPGMA dendrogram of four Guizhou 
cattle breeds and black and white 
cow in Guizhou 

GL. Xi R+ (Guanling cattle); SN. E Bi 9E F i Sinan 

cattle); LP. WFR Ei Liping cattle) ; WN. 咸宁 黄牛 

(Weining cattle); NN. IEH RR H E35 ^F (Guizhou black 

and white cow); 

群体 中 mDNA BERERE (r) 是 衡量 群 
体 多 态 性 程度 的 重要 指标 之 一 ， 值 越 大 ， 群 体 多 
态 程度 越 高 。 在 家 养 动 物 方 面 ， 酸 龙 等 (1996) 报 
道 的 海南 黄牛 和 徐闻 黄牛 的 r ÉA 0.024%, UE 
等 (1995) 报道 的 西南 地 区 猪 r 值 为 0.12% ， 王 
文 等 (1994) 报道 的 家 马 x 值 为 0.72%， 门 正明 
4$ (1993) 报道 的 双 峰 驼 的 x 值 为 0.84%。 本 文 
所 研究 的 贵州 黄牛 mtDNA 的 r 值 为 0.193% ， 处 
于 被 认为 是 较 低 的 范围 内 {0.15% —0.4799) ( 兰 
宏 等 ，1993)。 这 说 明 贵 州 黄牛 群体 的 分 化 程度 仍 
处 于 一 个 较 低 的 水 平 ， 这 可 能 与 贵州 交通 闭塞 ， 青 
食 流 动 区 域 小 ， 长 期 处于 闭锁 半 闭 锁 的 繁育 状态 有 
关 。 

我 们 还 根据 群体 间 的 净 超 传 距离 (Pw) 运 用 
PHYLIP3.5 C 软件 包 中 的 "UPGMA” 法 对 人 贵州 黄牛 
4 个 地 方 品种 及 贵州 黑白 花 奶 牛 进行 了 棵 类 分 析 ( 图 
2)。 由 图 2 RIEUR HI : 关 岭 黄牛 . 思 南 黄牛 和 歼 平 黄 
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£F S — 3c , il] RD RRCAEORO CLR EL GE S AE BS 
XUL. 45 — x. x 5 OR E A He 
载 的 贵州 黑白 花 奶牛 为 引进 的 黑白 花 公 牛 与 威 宁 县 
黄 母 牛 杂 交 育 成 相符 。 经 计算 ,这 两 支 之 间 有 极为 
显著 的 差异 ( 卫 =0.001)}。 另 外 ,《 中 国 牛 品种 志 》 将 
关 岭 黄牛 连同 广西 的 隆 林 黄牛 和 云南 的 文山 黄牛 归 
为 工 个 品种 ,命名 为 “ 盘 江 黄牛 ”; 将 思 南 黄牛 连同 潮 
北 的 施 优 黄牛 和 湖南 的 湘西 黄牛 归 为 1 个 品种 , 命 
名 为 " 巫 陵 黄牛 ”。 但 根据 我 们 的 研究 ,关上 岭 黄牛 与 
思 南 黄牛 有 较 近 的 亲缘 关系 ,并 无 明显 差异 。 同 时 ， 
我 们 还 将 文 际 坤 (1996) 报 道 的 对 云南 文山 黄牛 的 研 
究 结果 与 关上 岭 黄 牛 和 思 南 黄牛 进行 了 比较 ,结果 , 关 
岭 黄 牛 与 文山 黄牛 的 遗传 距离 为 0.00198, 路 大 于 关 
it $E ^F 55 LBS CAE BGB TE FE E (P = 0.00194). X 
说 明了 思 南 黄牛 与 关 岭 黄牛 的 亲缘 关系 可 能 比 文山 
黄牛 与 关 岭 黄牛 的 亲缘 关 系 近 。 因 此 ,我 们 认为 “ 盘 
江 黄牛 "和 * 巫 睦 黄牛 "两 个 品种 的 命名 还 有 待 进 一 
步 研 究 确 定 。 

总 之 ， 我 们 的 工作 从 分 子 水 平 上 为 贵州 黄牛 品 
种 的 起 源 及 其 划分 提供 了 新 的 资料 。 我 们 相信 ， 对 
贵州 黄牛 遗传 多 样 性 的 深入 研究 ， 必 将 进一步 丰富 
我 们 对 贵州 黄牛 遗传 多 样 性 的 认识 ， 为 保护 贵州 黄 
牛 的 遗 忧 多 样 性 提 殿 新 的 依据 。 


致谢 昆明 动物 研究 所 细胞 与 分 子 进 化 开放 研 
完 实 验 宣 的 刘 爱 华 研 究 员 ， 陈 永久 、 严 龙 、 疝 世上 康 
A, REGEM. JFK ESXSTEEEXZSORASAXSA 
1j 358 led r4psb4HECGPGe $T dh iHe 
3. RGPRibEOCBRRESTYd5. $F, Sh, HE, 
ic. AT, KA, FA, A Ak, ERF 
HARRI 4p 36 8693772 3, Moo! 
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STUDY ON mtDNA RFLP OF GUIZHOU YELLOW CATTLE BREEDS 


HE Zheng-quanP® ZHANG Ya-ping® JIAN Chen-song? ZHU weng-shi? YU Yin-huai? 
SHI Xia-wei? JIA Yon-hong? LI Tongquan® LIAO Zheng-lu? 
(D Laboratory of Cellular and Molecular Evolution, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 690223) 
(Guizhou University, Guiyan 550025) 
(© The Agriculture Department of Guizhou Province, Guiyan 550003) 


Abstract Fifteen restriction endonucleases, Bam H 
L Bgi I, Dra l, Eco RI, Eco RV, Him dil, 
Kpn I, Ps I, Pow I, Sac I, Sal I, Sca I, Stu 
I, Xba I, and Xho I were used to investigate the 
mitochondrial DNA polymorphism of Guizhou native 
cattle and Guizhou black and white cow. Two types 
of mtDNA molecules were detected in Guizhou native 


Key words Guizhou cattle, mtDNA, RFLP 


cattle; one showed the type of yellow cattle ( Bos 
taurus), the other showed that of zebu cattle ( Bos 
indicus), suggesting their European and zebu origins 
respectively. The mtDNA in Guizhou black and 
white cow also consists of two restriction types. We 
also discussed the nomenclature of "Panjiang cattle" 
and “Wuling cattle". 


